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(54) Title: AMPHIPHILIC HEPARIN DERIVATIVE FORMED BY COUPLING A HEPARIN WITH A BILE ACID 
^3 (54) Titre : DERIVE AMPHIPHILE D'HEPARINE FORME PAR COUPLAGE DE L'HEPARINE AVEC UN ACIDE BILIAIRE 

fN 

If) (57) Abstract: The invention relates to an amphiphilic heparin derivative formed from at least one type of partially N-desulfated 
heparin and at least one type of bile acid comprising one or several bile acid molecules grafted on a heparin molecule by an amide 
bond formed between the terminal carboxylic acid function of a bile acid and a primary heparin amine function which is initially 
present in the heparin or resulting from the N-desulphation. The inventive derivative is characterised in that the number of grafted 
bile acid molecules per 100 heparin disaccharide units ranges from 15 to 80 approximately. 

(57) Abrege : La presente invention concerne un derive amphiphile d'heparine forme a partir d'une heparine au moins partiellement 
N-desulfatee et d'au moins un acide biliaire, comprenant une ou plusieurs molecules d'acide biliaire greffees sur la molecule d'hepa- 
rine par une liaison amide formee entre la fonction acide carboxylique terminale de l'acide biliaire et une fonction amine plimaire de 
l'heparine, originellement presente dans l'heparine ou resultant de la N-desulfatation, caracterise en ce que le nombre de molecules 
d'acide biliaire greffees pour 100 unites disaccharidiques de 1'heparine est compris entre environ 15 et environ 80. 
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Derive amphiphile d'heparine forme par couplage de l'heparine avec un 

acide biliaire 

La presente invention conceme un derive amphiphile d'heparine forme par 
couplage de l'heparine avec un acide biliaire, ayant la capacite de former des 
nanoparticules de fa?on spontanee en milieu aqueux. 

Les nanoparticules formees a partir de ce derive d'heparine peuvent etre 
utilisees comme vecteur de principes actifs pour une administration par voie orale. 

Elles permettent notamment de solubiliser et de vehiculer des principes actifs 
hydrophobes a travers le mucus intestinal jusqu'au contact etroit de la muqueuse 
intestinale, de liberer lesdits principes actifs de maniere progressive et d'en 
promouvoir 1 'absorption. 

La presente invention concerne en outre le procede de synthese de ce derive 
amphiphile d'heparine. 

La presente invention conceme enfin les utilisations qui peuvent etre faites 
d'un tel vecteur, en particulier dans le domaine therapeutique pour 1 'administration 
de principes actifs par voie orale, et plus particulierement comme vecteur de 
principes actifs faiblement absorbes par la muqueuse intestinale. La presente 
invention conceme egalement l'utilisation dudit vecteur selon l'invention pour le 
transport de principes actifs en association avec un support galenique classique 
utilise pour Tadministration de principes actifs par voie orale tel que des granules, 
des microgranules, des gelules ou des solutions buvables notamment. 

On entend par hydrophobe tout compose insoluble dans l'eau ou tres peu 
affin pour l'eau, et par amphiphile tout compose presentant a la fois une certaine 
affinite pour les phases aqueuses et une certaine affinite pour les phases organiques. 

En outre, on designe sous le nom de nanoparticule toute particule de taille 
inferieure ou egale au micrometre, et sous celui de microparticule, toute particule de 
taille comprise entre 1 et 1000 jam. 

On entend par promotion de Tabsorption, tout moyen susceptible d'etre mis en 
ceuvre afin d'augrnenter la quantite de principe actif qui traverse la muqueuse 
intestinale. 
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Le mucus est un produit clair et filant de secretion normale des glandes 
muqueuses dont la mucine est la principale constituante et qui contient de l'eau, des 
sels et des cellules desquamees. II joue un role protecteur vis-a-vis des muqueuses 
qu f il recouvre, tant du point de vue mecanique que du point de vue chimique. 
5 Les acides biliaires sont des derives du cholesterol fabriques par le foie et 

secretes dans la bile ou ils sont stockes. Us permettent de maintenir le cholesterol 
sous forme soluble. Lorsque la bile parvient dans Tintestin grele apres un repas, ces 
acides biliaires vont favoriser la solubilisation, Thomogeneisation l'emulsification 
(dissolution) et Tabsorption des graisses provenant des aliments. 

10 On distingue les acides biliaires primaires (par exemple, l'acide cholique et 

l'acide chenodeoxycholique) et les acides biliaires secondaires (par exemple, Pacide 
desoxycholique et l'acide lithocholique). 

Enfin, on entend par biodisponibilite, la fraction de molecule de principe actif 
retrouvee dans la circulation apres une administration par voie orale. La 

1 5 biodisponibilite est mesuree en evaluant le taux plasmatique du principe actif observe 
compare au taux plasmatique de ce meme principe actif administre par voie 
intraveineuse. 

Une partie importante des principes actifs therapeutiques administres par voie 
orale est absorbee au niveau de l'intestin grele, et plus particulierement dans la partie 
20 haute de l'intestin grele : le duodenum. Cette absorption implique dans un premier 
temps le passage de la molecule de principe actif au travers de la membrane 
plasmique des cellules de P epithelium intestinal, les enterocytes, puis la traversee de 
Pendothelium vasculaire des vaisseaux sanguins. 

Une telle absorption est dependante de nombreux parametres qui influent sur 
25 Pefficacite d' absorption du principe actif considere et plus particulierement sur le 
franchissement de la muqueuse intestinale. Cependant, trois parametres principaux 
doivent etre consideres pour expliquer la faible biodisponibilite de certains principes 
actifs administres par voie orale. 

Tout d'abord, la solubilite du principe actif dans le milieu gastro-intestinal est 
30 parfois reduite, voire nulle pour certains principes actifs de nature particulierement 
hydrophobe. 
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En effet, on peut considerer le milieu gastro-intestinal comme un milieu 
principalement aqueux, puisque compose en partie par le chyme et en partie par les 
sues gastriques. De ce fait, V administration par voie orale de ces principes actifs 
n'est pas possible s'ils n'ont pas au prealable fait l'objet d'une dispersion tres fine ou 
5 d'une dissolution dans une phase organique constitute par Tassemblage des parties 
hydrophobes d'une micelle de tensioactifs ou du coeur d'une nanoparticule. 

Par ailleurs, certains principes actifs, bien qu'hydrosolubles, font l'objet 
d'une "fenetre d' absorption", e'est a dire que leur absorption n'est possible qu'au 
niveau d'une zone definie de l'intestin, telle que le duodenum par exemple. La encore 
10 Passociation de ces principes actifs a un transporter ou vecteur, qui presente une 
affinite pour la muqueuse intestinale, permet d'augmenter le temps de residence de 
ces composes dans un environnement proche de leur site d' absorption. 

Enfm, le principe actif doit presenter, en milieu gastro-intestinal, done 
aqueux, une structure externe qui lui permette d'approcher la membrane intestinale 
15 pour pouvoir etre absorbe par les enterocytes. En effet, les cellules epitheliales de 
l'intestin et plus particulierement du duodenum sont couvertes d'un mucus dense 
constitue par un enchevetrement de glycoproteines. Ce reseau moleculaire constitue 
une barriere physique de type gel hydrophile que les molecules de principes actifs 
hydrophobes doivent franchir pour etre en contact avec la membrane plasmique des 
20 enterocytes (Larhed et al 1997). Ainsi, la molecule de principe actif, seule ou en 
association avec un vecteur, doit presenter une configuration physique lui permettant 
d'approcher cette membrane. En particulier, deux types de contraintes existent a ce 
niveau : des contraintes de taille et des contraintes de charge. En effet, le principe 
actif ou le complexe vecteur/principe actif doit avoir une taille suffisamment petite 
25 (inferieure au micrometre) lui permettant de diffuser au sein du reseau de 
glycoproteines. En outre, certains auteurs comme Park et Robinson (1984) ont 
constate que le phenomene de bioadhesion au mucus gastro-intestinal etait ameliore 
pour des molecules presentant des charges de surface, comparativement a des 
molecules non chargees. 
30 La constitution de vecteurs pour des principes actifs faiblement absorbes par 

la muqueuse intestinale doit done permettre de reduire 1' influence de ces parametres 
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pour favoriser le franchissement du principe actif a travers la barriere intestinale et 
done la biodisponibilite de ces composes. 

Ainsi, de tels vecteurs devront pouvoir, non settlement vehiculer les principes 
actifs jusqu'a leur site specifique d' absorption intestinal, mais egalement favoriser 
5 leur solubilite dans le milieu gastro-intestinal et / ou augmenter leur temps de transit 
intestinal. 

La presente invention se propose done de fournir un nouveau type de vecteur 
destine a ameliorer F absorption de principes actifs presentant une faible 
biodisponibilite par voie orale, e'est a dire etant peu ou pas absorbes par la muqueuse 
10 intestinale. 

Parmi F ensemble des vecteurs existant, Futilisation de vecteurs sous forme 
de microparticules ou nanoparticules chargees en principes actifs permet d'envisager 
le transport de composes faiblement solubles. 

Ainsi, des vesicules de type liposome ont ete developpees dans le but de 

15 transporter de tels composes. Ces nanoparticules sont constituees par une membrane 
composee d'une double couche de phospholipides, dont les surfaces internes et 
externes sont hydrophiles, laquelle membrane delimite en son sein un compartiment 
aqueux. Les liposomes permettent ainsi de vehiculer des principes actifs 
hydrosolubles incorpores au sein de cette cavite centrale. 

20 Le document WO 9308802 decrit par exemple des liposomes destines au 

transport et a la liberation de principes actifs de type immunosuppresseurs 
tricycliques. De tels liposomes permettent un transport stable de ces principes actifs 
dans differents milieux aqueux et notamment les liquides physiologiques, tout en 
maintenant la stability des principes actifs dans des solutions injectables telles que les 

25 solutions de glucose par exemple. 

Cependant ce type de vecteur presente deux inconvenients majeurs. Tout 
d'abord, la stabilite des liposomes dans le milieu digestif est faible. En effet, ces 
structures peuvent etre facilement destabilisees par les tensioactifs tels que les sels 
biliaires. Par ailleurs, les lipides constituant ces vecteurs sont rapidement degrades, 

30 notamment par les enzymes digestives, telles que les lipases, ce qui reduit Fefficacite 
d' absorption du principe actif. 
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Le brevet JP58049311 divulgue im moyen de resoudre le probleme de 
Pinstabilite des liposomes en greffant a leur surface des esters d'acides gras de 
polysaccharides. Ces "polysaccharide-coated-liposome" ont alors une stabilite 
plasmatique nettement augmentee et done une duree de vie plus importante dans la 
5 circulation sanguine. 

Par ailleurs, le document JP 61268628 perrnet le ciblage du principe actif sur 
son site d' absorption en greffant a la surface des liposomes transporters des 
polysaccharides sur lesquels sont fixes des anticorps monoclonaux specifiques du 
site d' absorption vise, ^utilisation par voie orale de ces liposomes stabilises par des 
10 polysaccharides esterifies par des acides gras n T a pas ete envisagee. Cependant, ce 
type de vecteur liposomal presente l'inconvenient de ne pouvoir transporter que des 
molecules de nature majoritairement hydrophile, et done d'etre peu adapte au 
transport de molecules lipophiles, naturellement peu solubles en milieu aqueux. Par 
ailleurs, leur utilisation dans les liquides gastro-intestinaux est impossible en raison 
15 de leur sensibilite aux lipases intestinales et aux sels biliaires. Enfin, le ciblage du 
site d' absorption necessite une etape complexe de greffage d* anticorps specifiques. 
Cette etape rend le procede de synthese de ces liposomes long et delicat puisqu'il 
faut prealablement produire, puis coupler lesdits anticorps aux polysaccharides avant 
de les fixer a la surface des liposomes. 
20 Les travaux effectues sur les polymeres saccharidiques modifies utilises 

comme stabilisateurs de liposomes ont permis de decouvrir que de tels 
polysaccharides hydrophobises avaient la capacite de s'auto-agreger sous forme 
d'amas presentant un coeur hydrophobe, constitue par le rassemblement des unites 
hydrophobes greffees, et une surface hydrophile, constituee par le squelette du 
25 polymere saccharidique (Akiyoshi et ah 1993). 

Ainsi, des systemes vecteurs de principes actifs sur ce modele ont ete 
employes. Le brevet WO 9842755 decrit en effet des vecteurs de medicaments 
consistant en des vesicules formees a partir de derives de polysaccharides. Ces 
derives du Chitosane, du Pullulane ou du Dextrane comportent au moins un residu 
30 monosaccharidique substitue par un compose hydrophile non ionique et au moins un 
residu monosaccharidique substitue par un groupement hydrophobe. Ce groupement 
hydrophobe est de type alkyl, alkenyl, alkynyl ou acyl a longue chaine. La formation 
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des vesicules est ensuite induite en presence de cholesterol. En raison de 
Thydrophobisation du squelette polymere hydrophile, le complexe precipite dans 
l'eau et necessite la presence de cholesterol et/ou d ! un stabilisateur sterique afin 
d'obtenir le vecteur sous forme vesiculate. Dans ce modele, la formation vesiculate 
5 est induite, ce qui implique une etape de formulation supplemental afin de 
declencher le passage sous forme particulate. 

En revanche, dans le document US 4,997,819, un polysaccharide 
hydrophobise est utilise comme stabilisateur d'emulsions d'acides gras. Les 
vesicules grasses formees sont utilisees dans le but d'englober diverses substances 

10 lipophiles et notamment des principes actifs. Le polysaccharide preferentiellement 
employe dans ce cas est le Pullulane, et les groupements hydrophobes utilises pour 
hydrophobiser ce polymere sont le cholesterol ou certains acides gras. Le complexe 
denomme CHP pour l'abreviation de Cholesterol-Pullulane est le complexe 
preferentiellement utilise. Le nombre de groupements hydrophobes greffes sur le 

15 polysaccharide est variable. Dans ce document le polymere modifie n'est pas le 
composant majoritaire a Porigine des particules lipidiques formees, il n'en constitue 
qu'un stabilisateur. 

D'autres travaux sur des molecules apparentees aux CHP ont conduit a 
Putilisation de ces amas multimoleculaires comme vecteurs de principes actifs. En 

20 effet, ces complexes se ferment spontanement en milieu aqueux et se presentent sous 
la foime de nanoparticules presentant plusieurs domaines hydrophobes internes au 
sein desquels peut etre introduit un compose de nature hydrophobe. 

Le brevet JP 7097333 decrit ainsi un complexe supramoleculaire compose 
d'un polysaccharide hydrophobise destine a servir de transporteur pour certaines 

25 cytokines. Ce complexe correspond a 1' association de residus de type sterol, 
preferentiellement le cholesterol a une molecule polysaccharidique, 
preferentiellement le Pullulane. Le greffage du residu hydrophobe se fait dans ce cas 
par l'intermediaire d'un bras espaceur. Ce type de transporteur est utilise pour 
augmenter la duree de vie plasmatique de ces principes actifs administres par voie 

30 intramusculaire ou percutanee. 

Ainsi, ces vesicules permettent d'encapsuler des principes actifs liposolubles 
dissous au sein de leurs domaines internes hydrophobes. Ces polymeres 
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hydrophobises presentent done un interet important pour 1' administration de tels 
composes. 

Cependant, de tels types de vecteurs ne permettent pas le transport de 
principes actifs au niveau de leur site d' absorption sur la muqueuse intestinale. 
5 Par ailleurs, de tels vecteurs ne permettent pas P amelioration de Pabsorption 

intestinale des principes actifs qu'ils vehiculent. 

Un autre polymere saccharidique, Pheparine, est capable de former des 
aggregats en milieu aqueux si on greffe sur sa chaine saccharidique certains residus 
hydrophobes. On peut par exemple coupler Pheparine au dodecanal, a l'acide 

10 cholique ou a l'acide stearique apres une N-desulfatation partielle. (F. Diancourt et 
al.). L'etude montre que sous cette forme hydrophobisee, Pheparine conserve toute 
son activite biologique, notamment son activite anti-coagulante apres administration 
par voie intraveineuse ou par voir sous-cutanee. Toutefois, dans cette etude, 
Pheparine n'est pas employee comme vecteur de principes actifs, mais comme 

15 principe actif elle-meme. L'objectif de cette etude est de faire passer Pheparine a 
travers la muqueuse intestinale et de verifier si elle conserve ses proprietes anti- 
coagulantes apres avoir ete hydrophobisee par differents residus hydrophobes. 

La presente invention a pour but de fournir un nouveau type de vecteur de 
principes actifs qui d' ordinaire sont faiblement ou mal absorbes par la muqueuse 

20 intestinale, ledit vecteur permettant d'augmenter specifiquement cette absorption en 
vehiculant les principes actifs a travers le mucus intestinal, puis en les liberant 
progressivement au contact etroit de la paroi intestinale, mais sans que le vecteur ne 
traverse cette paroi. Le vecteur selon Pinvention se propose egalement de solubiliser 
des principes actifs de nature hydrophobe, tout en etant de conception simple, 

25 n ! incluant que des elements constitutifs derives de metabolites ou prometabolites 
digestibles et pouvant etre charge en principe actif facilement. 

La presente invention se propose de fournir par ailleurs un vecteur de 
principes actifs non toxique et biocompatible, ayant la capacite de passer 
spontanement en milieu aqueux sous forme de nanoparticules d'un diametre moyen 

30 inferieur au micrometre. Lesdites nanoparticules etant a la fois stables dans le temps, 
beaucoup plus stables que des liposomes et autres associations micellaires 
d f amphiphiles, y compris les micelles de copolymeres amphiphiles di-blocs, et 
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capables de liberer progressivement leur contenu au contact de la membrane 
intestinale. Cette capacite a s'approcher etroitement de la membrane intestinale etant 
due a leur structure amphiphile particuliere combinant des elements constitutifs 
charges et des elements lipophiles, leur permet de diffuser aisement au sein du reseau 
5 de glycoproteines que constitue le mucus intestinal. 

Par ailleurs, les nanoparticules selon P invention presentent Pavantage 
d'augmenter significativement le temps de residence du principe actif transports 
puisqu'elles interagissent favorablement avec les glycoproteines du mucus intestinal 
voire s f y destabilisent pour liberer Tactif localement par suite d'interactions avec les 

10 macromolecules constituant le mucus. Cette interaction resultant d'un phenomene de 
mucoadhesion prolonge, favorise P absorption des principes actifs, en particulier pour 
ceux qui presentent une "fenetre" d'absorption. 

On peut ainsi envisager notamment, le transport de medicaments presentant 
un certain caractere hydrophobe tels que ceux appartenant a la classe des anti- 

15 inflammatoires, des antifongiques, des inhibiteurs des canaux calciques ou des 
anticancereux par exemple. Plus particulierement, on pourra prevoir le transport de 
principes actifs tels que la nifedipine, la progesterone, la carbamazepine ou 
l'itraconazole. 

En outre, la presente invention presente Pavantage d'etre simple a elaborer et 
20 peu couteuse, etant composee exclusivement de molecules naturelles facilement 
disponibles et assemblees entre elles par des reactions chimiques simples. 

Enfin, le vecteur de principes actifs conforme a Pinvention peut etre 
facilement associe ou incorpore au sein d f un support galenique classique utilise pour 
Tadministration par voie orale de medicaments. En effet, on peut prevoir d'incorporer 
25 au sein de comprimes, de granules, ou encore de poudre, de gelules ou de solution 
buvable, les nanoparticules conformes a Tinvention, prealablement chargees en 
principe actif considere et purifiees. Un tel vecteur peut done rentrer de fa?on simple 
dans la composition de medicaments destines a etre administres par voie orale. 

Les particules de petite taille (micro et nanoparticules) arrivant au contact de 
30 la muqueuse intestinale vont presenter trois types de destinees, etroitement liees a 
leur taille et a leur nature chimique. Ces particules peuvent tout d'abord etre 
capturees par le tissu lymphoide associe a Pintestin, selon un phenomene 
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d'endocytose au niveau des cellules des plaques de Peyer. Par ailleurs, ces particules 
peuvent egalement etre retenues au niveau du mucus par un phenomene de 
mucoadhesion. Enfin, ces particules peuvent etre directement eliminees dans les 
matieres fecales. 

5 Plusieurs auteurs ont ainsi constate que les particules de taille superieure au 

micrometre etaient facilement eliminees au cours du transit intestinal, du fait de leur 
faible taux de penetration au sein du mucus intestinal (Ponchel et al 1997). Le 
reseau muqueux est en effet trop dense pour que des particules d'une telle taille 
puissent y diffuser. 

10 Par ailleurs, le phenomene d'endocytose observe au niveau du tissu 

lymphoide est un phenomene qui concerne plus particulierement les particules 
presentant une surface non chargee et de nature hydrophobe (Desai et al 1996; 
O'Hagan 1996; Florence 1997). Uetendue de ce phenomene d'endocytose est 
toutefois minime etant donne que les plaques de Peyer ne representent qu'une surface 

1 5 infime de la surface totale de la muqueuse intestinale. 

Le vecteur de principes actifs conforme a la presente invention est constitue 
par T assemblage spontane en milieu aqueux de plusieurs molecules d'heparine sur 
lesquelles on a greffe au moins un residu hydrophobe derive d'au moins un acide 
biliaire de fa9on a realiser un polymere de nature amphiphile. 

20 Ce polymere permet de favoriser au maximum le phenomene de 

mucoadhesion des nanoparticules formees conformement a la presente invention tout 
en creant un vecteur capable de transporter sous forme dissoute un principe actif 
lipophile. Ainsi, le vecteur de principes actifs conforme a l'invention repond a 
plusieurs criteres de taille et de structure qui lui permettent d'etre particulierement 

25 adapte a V environnement de Tintestin. 

La presente invention a pour objet un derive amphiphile d'heparine forme a 
partir d'une heparine au moins partiellement N-desulfatee et d'au moins un acide 
biliaire, comprenant une ou plusieurs molecules d' acide biliaire greffees sur la 
molecule d'heparine par une liaison amide formee entre la fonction acide 

30 carboxylique terminate de 1' acide biliaire et une fonction amine primaire de 
Pheparine, originellement presente dans Pheparine ou resultant de la N-desulfatation, 
dans lequel le nombre de molecules d' acide biliaire greffees pour 100 unites 
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disaccharidiques de l'heparine est compris entre environ 15 et environ 80 ? de 
preference entre environ 20 et environ 60. 

L'heparine est une macromolecule complexe constituee d'un assemblage 
d'unites saccharidiques de la classe des glyco s amino gly Cannes . La chaine polymere 
5 est majoritairement constituee d'un Sucre acide (acide uronique) et d'un sucre amine 
(glucosamine) disposes en alternance reguliere. Le motif disaccharidique 
correspondant est multisulfate en des positions bien definies. Les fonctions acide 
sont sous forme carboxylate et sulfate. Les trois principaux motifs de l'heparine 
peuvent etre representes de la fa?on suivante : 




10 

L' azote du sucre amine est essentiellement sous la forme N-sulfate (dans plus 
de 80% des motifs), mais peut etre egalement sous la forme N-acetyl (environ 15% 
des motifs) ; les motifs comprenant la forme amine libre sont tres peu representes (1 
a 2% en extremite de chaine). Les fonctions amine qui sont principalement sous la 
15 forme N-sulfate ne sont pas disponibles pour les reactions chimiques de couplage. II 
est done preferable de disposer d'heparine ayant de nombreuses fonctions amine 
primaire sur lesquelles le couplage de groupements hydrophobes pourra etre realise. 
Dans la presente invention, il s'agit d'une reaction d'amidification : la fonction acide 
carboxylique de 1' acide biliaire va devoir reagir avec la fonction amine du polymere 
20 pour former une liaison amide. 

L'heparine constitue done un polyelectrolyte essentiellement charge 
negativement par des groupements sulfate (OS0 3 ~ ou NH-SO3") et carboxylate 
(COO")al'etatnaturel. 

L'acide biliaire est avantageusement choisi parmi l'acide cholique, l'acide 
25 desoxycholique, l'acide lithocholique, l'acide cholanique et l'acide 
chenodeoxycholique, ainsi que leurs melanges. 

Par exemple, l'acide cholique a la formule chimique suivante : 
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COOH 



L'acide cholique, qui entre dans la composition des sels biliaires, est un 
5 stero'ide derive du cholesterol de nature majoritairement hydrophobe. 

Cependant, les fonctions hydroxyles portees par ce residu conferent a la 
molecule d'acide cholique une certaine hydrophilicite. Les groupements hydrophiles 
portes par l'acide cholique diminuent la force d'agregation des groupements 
hydrophobes entre eux. De ce fait, le cceur lipophile de ces complexes 
10 supramoleculaires va done etre plus lache que s'il avait ete constitue uniquement de 
residus de cholesterol par exemple (qui est une molecule nettement moins 
hydrophile). Ce phenomene va contribuer a augmenter le diametre des nanoparticules 
formees par l'assemblage de ces complexes et egalement determiner l'affinite des 
principes actifs pour les domaines hydrophobes. 
15 Le derive amphiphile d'heparine objet de la presente invention peut etre 

avantageusement prepare sous forme de sel de calcium, de magnesium ou de sodium. 

La presente invention a aussi pour objet les nanoparticules pouvant etre 
formees a partir du derive amphiphile d'heparine tel que precedemment defini. 

Les derives amphiphiles d'heparine conformes a l'invention ont en effet la 
20 capacite de s'assembler en milieu aqueux pour former vine suspension colloidale 
stable de nanoparticules d'un diametre compris entre 10 nanometres et 1 micrometre. 
Le diametre moyen observe etant cependant particulierement homogene, de l'ordre 
de 300 nanometres. 

Les nanoparticules objets de la presente invention presentent une surface 
25 externe hydrophile et un ou plusieurs domaines internes hydrophobes. 

En milieu aqueux, les residus hydrophobes du polymere se rapprochent et 
ferment des points de reticulation non covalents, qui sont a l'origine de la formation 
des nanoparticules amphiphiles, permettant la constitution de domaines internes 
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hydrophobes au sein desquels des principes actifs lipophiles peuvent etre dissous et 
done transportes. 

Les heparines hydrophobisees par Tacide biliaire presentent un 
comportement en solution aqueuse different de celui de l'heparine native. Plus le 
5 polymere est hydrophobise et plus il est difficilement soluble dans l'eau. Les 
solutions aqueuses sont opalescentes et stables. Ces solutions se colorent en orange 
apres Pajout de Yellow OB 5 un marqueur lipophile qui colore les solutions en orange 
lorsqu ! il est solubilise dans une phase organique. La coloration orange permet alors 
de prouver la presence de domaines hydrophobes dans la molecule synthetisee 
10 conformement a la presente invention, puisque ce marqueur ne se dissout ni dans 
Teau ni dans une solution d'heparine non hydrophobisee. 

La presente invention a aussi pour objet lesdites nanoparticules contenant en 
outre un ou plusieurs principes actifs hydrophobes dissous dans leurs domaines 
internes hydrophobes. 

15 Lesdits principes actifs portent de preference un ou plusieurs groupements 

polaires. 

lis sont de preference choisis parmi les anti-inflammatoires 5 les antifongiques, 
les inhibiteurs des canaux calciques et les anti-cancereux. 

La presente invention a egalement pour objet lesdites nanoparticules en tant 

20 que vecteurs de principes actifs pouvant etre administre par voie orale. 

La presente invention a aussi pour objet lesdites nanoparticules en tant que 
vecteurs de principes actifs permettant d'augmenter Pabsorption de ceux-ci par la 
muqueuse intestinale, et/ou permettant la liberation progressive de ceux-ci au niveau 
de la muqueuse intestinale. 

25 En effet, les nanoparticules objets de la presente invention ont la propriete de 

pouvoir atteindre et egalement rester au contact ou dans un environnement proche de 
la membrane intestinale. Le derive amphiphile d'heparine objet de la presente 
invention possede toutes les qualites necessaires a une bonne diffusion au sein du 
mucus et a une bonne muco-adhesion. 

30 Ainsi, les groupements charges portes par le vecteur conforme a 1'invention 

interagissant favorablement avec les groupements portes par les glycoproteins du 
mucus, permettent d'augmenter leur temps de transit au contact de la muqueuse 
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intestinale en diffusant au sein du reseau des glycoproteins du mucus. Cette 
potentialisation du phenomene de muco-adhesion, en augmentant le temps de contact 
du principe actif avec la membrane intestinale, favorise son absorption. 

Le choix de l'heparine comme squelette polysaccharidique est done 
5 primordial puisque ce polymere presente a la fois de nombreuses fonctions ionisees 
en milieu aqueux (polyelectrolyte a forte densite de charge) et egalement des 
fonctions amine primaire qui vont pouvoir etre facilement liberees, rendant possible 
le couplage du residu hydrophobe. La forte densite de charge assure la solubilite du 
systeme a Tetat colloidal suite au couplage de nombreux residus hydrophobes, lui 

10 evitant une precipitation massive dans les milieux aqueux. La formation des 
nanoparticules se fait par auto assemblage spontane dans les milieux aqueux et ne 
necessite pas l'ajout de tensioactifs ou d ! agents de stabilisation sterique. Enfin, 
l'heparine a avantageusement ete choisie car elle constitue un polymere naturel 
absolument bien tolere par Porganisme, et d'ailleurs couramment utilise, par voie 

15 parenterale, en therapie chez Phomme comme agent anti-coagulant. 

Le choix d'un acide biliaire comme agent hydrophobisant est egalement une 
des caracteristiques essentielles de Pinvention puisque ce compose naturel va 
permettre au polymere modifie de s' assembler sous forme de nanoparticules stables 
dans le milieu intestinal mais egalement de realiser des interactions intermoleculaires 

20 qui assurent non seulement la cohesion du systeme mais la solubilisation de principes 
actifs de nature hydrophobe. Ces interactions non covalentes permettent par la suite 
de liberer le contenu en principes actifs des nanoparticules au voisinage des 
membranes lipidiques des cellules intestinales. 

Ainsi, Tassociation de l'heparine avec au moins un acide biliaire permet la 

25 constitution de nanoparticules suffisamment stables dans Tenvironnement intestinal 
pour rester intactes jusqu T au contact etroit de la muqueuse intestinale. Cependant, les 
nanoparticules conformes a Tinvention sont suffisamment labiles et biodegradables 
pour liberer ensuite progressivement le principe actif qu'elles contiennent dans 
Tenvironnement muqueux a proximite de la membrane lipidique des cellules 

30 intestinales, sans traverser la muqueuse intestinale. 
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Les nanoparticules objets de la presente invention presentent de nombreuses 
proprietes avantageuses en teraie de taille, de stabilite et de capacite d 9 incorporation 
de principes actifs. 

La presente invention a egalement pour objet la suspension colloidale en 
5 milieu aqueux contenant lesdites nanoparticules. Cette suspension peut par exemple 
etre utilisee pour preparer une suspension buvable ou bien etre pulverisee sur des 
supports neutres pour preparer des granules. 

La presente invention a egalement pour objet la composition pharmaceutique 
comprenant lesdites nanoparticules associees a au moins un excipient 
1 0 pharmaceutiquement acceptable. 

Dans cette composition pharmaceutique, Texcipient est avantageusement 
choisi pour permettre une administration de principes actifs par voie orale. 

Ladite composition pharmaceutique peut se presenter sous forme de granules, 
microgranules, comprimes, gelules ou solutions buvables. 
15 La presente invention a egalement pour objet le precede de preparation du 

derive amphiphile d'heparine, qui comprend la N-desulfatation au moins partielle 
d'une heparine, puis une etape de couplage qui consiste a faire reagir au moins une 
fonction amine primaire de l'heparine, originellement presente ou resultant de la N- 
desulfatation, avec la fonction acide carboxylique terminate, eventuellement sous 
20 forme activee, d'au moins un acide biliaire. 

La preparation des nanoparticules peut etre suivie d'une etape de 
lyophilisation pour pouvoir les conserver plus facilement. 

Le principe actif peut etre incorpore dans les nanoparticules par dissolution 
directe sous agitation, par dialyse, par emulsion huile/eau, ou par evaporation de 
25 solvant. 

Procede de preparation 

Comme explique precedemment, il est preferable de disposer d'heparine 
ayant de nombreuses fonctions amine primaire sur lesquelles le couplage des 
30 groupements hydrophobes pourra etre realise. 
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La liberation des fonctions amine primaire va se faire par une hydrolyse 
selective des fonctions N-Sulfate selon une methode permettant de controler 
precisement le taux de N-Desulfatation. 

De preference, cette etape est suivie d'une etape de formation d'un sel de 
5 cetyltrimethylammonium de la molecule de polysaccharide desulfatee, de maniere 
alui conferer une solubilite en milieu organique, avant d'appliquer la methode de 
couplage des residus acide cholique sur les fonctions amine liberees. Ce sel est par la 
suite elimine a la fin de 1' etape de couplage. 

10 a) N-Desulfatation 

La desulfatation est de preference selective sur les groupes N-sulfates de 
maniere a ne pas hydrolyser les O-sulfates ce qui se traduirait par une diminution du 
nombre de groupements ionises et done une perte de solubilite. 

Deux methodes peuvent etre employees : Phydrolyse par autocatalyse de 

15 1' acide heparinique qui correspond a la methode traditionnellement utilisee et 
Phydrolyse en milieu solvant ou "solvolyse" de 1' acide heparinique. 

Le principal inconvenient de Phydrolyse par autocatalyse est le temps 
necessaire a Tobtention de produits ayant des degres de N-Desulfatation acceptables. 
En effet, une telle reaction prend entre une semaine et un mois. 

20 En revanche, la solvolyse permet d'obtenir en quelques heures des derives 

d'heparine a forte proportion en fonctions amine primaire. En particulier, cette 
methode permet, pour des parametres de concentration et de temperature fixes, 
d'obtenir de fa?on reproductible des derives ayant la teneur en fonction amine 
primaire desiree, en arretant la reaction d'hydrolyse a un temps donne. 

25 Selon cette methode, Phydrolyse selective des groupements N-sulfate peut 

etre obtenue en pla9ant de P acide heparinique salifie par de la pyridine dans un 
melange de DMSO et d ! eau (ou DMSO/methanol) dont la proportion en eau ne 
depasse pas 10%. Dans ces conditions, il est possible d'obtenir des echantillons 
partiellement ou totalement N-desulfates, sans entrainer de depolymerisation ou 

30 d'alteration de la structure (Nagasawa et Inoue 1974; Inoue et Nagasawa 1976). La 
vitesse de cette reaction peut etre controlee par la temperature pour une concentration 
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en heparine donnee. Ainsi, en arretant la reaction a differents temps, on obtient en 
quelques hemes des echantillons avec les degres de N-desulfatation desires. 

Les unites disaccharidiques de la molecule d'heparine sont sous la forme N- 
sulfate pour un peu plus de 80 % d'entre elles. De preference, pour la realisation de la 
5 presente invention, la molecule d ! heparine est desulfatee a un taux compris entre 10 
et 65 %. Ce taux permet d'obtenir un taux compris entre 8 a 52 % des unites 
disaccharidiques sous la forme N-Desulfatee, c f est a dire sous la forme adequate a 
Tetape de couplage du residu hydrophobe, et plus particulierement de l'acide biliaire. 
La N-desulfatation peut etre realisee de la fa?on suivante. 

10 On precede tout d'abord a la purification de l'heparine par dialyse (ou 

ultrafiltration). Puis, la solution d'heparine est percolee a 4°C sur une resine 
echangeuse de cations sous forme H + . On obtient alors une solution d'acide 
heparinique. On procede alors a l'ajustement de la concentration de la solution 
obtenue de telle sorte que la proportion en eau residuelle represente 5% du volume 

15 total final lorsque le DMSO sera rajoute. Ainsi, la solution d'acide heparinique peut 
etre lyophilisee apres Tetape de concentration ou concentree a sec avant de rajouter la 
quantite d'eau voulue. La solution est alors transferee dans un ballon de grand 
volume pour la reaction. A la solution precedemment obtenue on rajoute une quantite 
suffisante de pyridine representant autant d' equivalents que de fonctions acide. Ces 

20 fonctions sont alors sous la forme d'un sel de pyridinium. On procede alors au rajout 
d'un volume de DMSO jusqu'a atteindre la concentration suivante : DMSO/H 2 0 
(95/5 v/v). La concentration en heparine dans la solution est de 2% (m/v). Cette 
solution est ensuite portee de fafon preferentielle a 40°C, mais on peut egalement se 
placer a differentes temperatures en fonction de la vitesse d'hydrolyse que Ton 

25 souhaite avoir). Des prelevements sont effectues a differents temps. 

Chaque prelevement est mis dans un bain de glace et on y ajoute de Peau 
sous agitation (la reaction est en effet inhibee par une proportion en eau superieure a 
25%). Le milieu est alors neutralise avec une quantite suffisante de soude jusqu'a 
atteindre pH 7-8. 

30 II existe alors deux alternatives selon que l'on veut isoler le produit obtenu ou 

realiser directement un sel avec du bromure de cetyl trimethylammonium : 
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Dans le cas de risolement de l'heparine N-desulfatee sous forme de sel de 
sodium : 

L'heparine N-desulfatee se trouve dans une solution comprenant des ions 
sulfate liberes, des sels de pyridinium, du DMSO. La solution est mise a dialyser 
5 plusieurs fois contre de Peau de fa?on a eliminer ces impuretes, puis elle subit une 
etape de concentration et enfin, une etape de lyophilisation. On obtient done de 
l'heparine N-desulfatee purifiee, sous forme seche dont on peut alors determiner le 
pourcentage de N-desulfatation. 

10 Dans le cas de Tobtention directe du sel d 9 ammonium quatemaire : 

Apres prelevement et neutralisation, on ajoute une solution de bromure de 
cetyl trimethylammonium. Ce dernier compose forme un sel insoluble avec 
l'heparine qui precipite en milieu aqueux. II est alors separe par filtration, et rince 
plusieurs fois a Peau chaude de maniere a eliminer les ions sulfate et les autres 

15 molecules solubles dans Peau. Le produit est ensuite seche. II peut etre par la suite 
employe pour P etape de couplage. 

Le choix de la temperature se fait en fonction de ce que Pon souhaite obtenir 
et du controle de la reaction. Ainsi, en se pla?ant a 20°C on controle plus facilement 
Pobtention d'heparines faiblement N-desulfatees alors qu'a 40°C la vitesse 

20 d'hydrolyse est trop rapide au depart, ce qui ne convient pas pour recuperer des 
heparines faiblement N-desulfatees mais plutot pour des heparines ayant 20 a 60% de 
N-desulfatation. En se pla9ant a une temperature superieure ou egale a 50°C on 
obtient en 24 heures un echantillon totalement N-desulfate. 

Preferentiellement, on utilisera pour la realisation de nanoparticules 

25 conformes a la presente invention et bien adaptees au transport de principes actifs, 
des heparines hydrophobisees comportant un taux de N-Desulfatation compris entre 
8 et 65 %. 

b) Methode de dosage des fonctions amine primaire de l'heparine N- 
30 desulfatee non hydrophobisee 

Cette methode est basee sur la methode colorimetrique de dosage des amines 
developpee par Snyder et Sobocinski (1975). Le dosage est base sur la determination 
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de la densite optique a la longueur d'onde de 420 nm du chromophore forme par la 
liaison covalente de Pacide 2,4 ? 6-trinitrobenzene sulfonique (TNBS) aux fonctions 
amine libres. Etant donne que le TNBS en milieu basique se degrade au fur et a 
mesure selon une cinetique lineaire d'ordre 0 et libere de Pacide picrique qui 
5 interfere a 420 nm avec le chromophore forme, des blancs (sans heparine) sont 
egalement realises. Cette reaction est specifique des groupements NH 2 . 
Le mode operatoire peut etre le suivant : 

• Realisation de solutions d'heparine N-desulfatee, par exemple 
conformement a la methode decrite, dans du tampon borate 0,1M a pH 10, et 

10 repartition de 500 fil dans des tubes 

• Ajout de 500 jal d'une solution de TNBS 0,08M (diluee dans de Peau 
distillee) dans tous les tubes. 

• Prelevement d'aliquots a differents temps. Dilution et mesure de la 
Densite Optique (DO) a 420 nm. 

15 •On obtient des profils cinetiques d'ordre 0 pour les blancs 

(echantillons sans heparine) et de pseudo-ordre 1 pour les echantillons contenant de 
Theparine 

• Les taux de N-desulfatation sont determines en prenant en compte les 
parametres cinetiques des echantillons (extrapolation des courbes et determination 

20 des parametres pour une reaction a 100% d'achevement) et les valeurs donnees par le 
standard a 100% de N-desulfatation, comme dans P exemple 1. 

La methode ci-dessus s'applique a des echantillons d'heparines N-desulfatees 
non-hydrophobisees sous la forme de sel de sodium (et non sous la forme de sel de 
cetyltrimethylammonium). 

25 

c) Couplage de Pacide cholique 

Les fonctions amine primaire (-NH2) liberees sur Pheparine vont intervenir 
dans une reaction de couplage avec la fonction acide carboxylique (-COOH) des 
molecules d'acide biliaire pour conduire a la formation d'une liaison covalente de 
30 type amide (-CO-NH-). Cette reaction est realisee de preference avec activation du 



WO 2005/061552 PCT/FR2004/003285 

19 



groupe carbonyle de P acide cholique, etant donne que la fonction amine primaire est 
peu reactive. 

En effet, le carbone de la fonction acide carboxylique (COOH) n'est pas 

suffisamment electrophile pour pouvoir etre attaque par le doublet electronique de 

5 Patome d' azote. Pour rendre le carbone plus electrophile, on travaille habituellement 

avec des chlorures d'acyle (R — CO — CI) ou des anhydrides d' acide (R — CO — O — 

CO — R) par exemple. Une autre fa<?on est de passer par des complexes actives. La 

chimie des groupements activateurs est ainsi tres employee dans la synthese 

peptidique. Dans le cadre de la presente invention, on emploie de preference un agent 

10 de couplage pour activer la fonction carboxylique terminate de 1* acide biliaire. 

L' agent de couplage utilise pour activer la fonction carboxylique terminate de 

T acide biliaire est de preference choisi parmi Phexafluorophosphate de 

benzotriazolyl-oxy-tris(dimethylamino)phosphonium (BOP), 1' hexafluorophosphate 

de benzotriazolyl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium (PyBOP) et le P 

1 5 hexafluorophosphate de bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium (PyBroP). 

Par exemple, le BOP comprend un bon groupement nucleofuge (groupement 

partant), PHOBT (1-hydroxybenzotriazole), qui presente Pavantage d'accelerer la 

reaction de couplage et de supprimer les reactions parasites ; le sel oxyphosphonium 

constitue la partie "agent de couplage" et se lie au carboxylate pour activer le 

20 carbonyle (Evin 1 978). 

La formule cbimique du BOP est la suivante : 

+ 




Dans la methode mise au point conformement a l'invention, l'agent de 
couplage permet d'obtenir le polysaccharide hydrophobise en une seule etape et evite 
25 ainsi d' avoir a synthetiser et a isoler au prealable un ester active de P acide cholique 
qui sont deux etapes longues et couteuses. 

La reaction de couplage entre Pheparine N-desulfatee et Pacide biliaire 
s'effectue de preference en milieu organique. L'heparine est un polymere tres 
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fortement ionise et est done tres soluble dans Peau mais insoluble dans les solvants 
organiques. Le bromure de cetyl trimethylammonium presente une longue chame 
hydrocarbonee de 16 atomes de carbone et a des proprietes tensioactives en raison de 
sa tete polaire cationique (ammonium quaternaire) qui lui confere sa solubilite dans 
5 Peau. Lorsque l'on verse une solution de ce compose dans une solution d'heparine, 
les ions sodium de l'heparine sont alors deplaces et un sel se forme entre les 
fonctions acide et les fonctions ammonium. Le sel hydrophobe de l'heparine ainsi 
obtenu precipite instantanement puisqu'il est insoluble dans Peau. L'heparine sous la 
forme sel de cetyl trimethylammonium est alors soluble dans les solvants organiques. 

10 La methode employee peut etre la suivante, si on prend l'exemple d'un 

couplage avec 1' acide cholique. 

Tout d'abord, il convient de laisser dissoudre a chaud dans du chloroforme a 
60°C le sel de cetyl trimethylammonium de l'heparine desulfatee et realiser pendant 
ce temps les etapes suivantes : 

15 • introduire dans un petit ballon 1' acide cholique, et le solubiliser avec 

du Dimethyl formamide (DMF) 

• rajouter 1,2 equivalents (par rapport a l'acide) d'une amine tertiaire : 
la N,N-diisopropylethylamine (DIEA) 

• rajouter un equivalent de BOP et chauffer sous agitation pendant 
20 quelques minutes jusqu'a ce que tout le BOP soit dissous 

• mettre 0,8 equivalent de DIEA dans le ballon contenant l'heparine 

• rajouter le contenu du petit ballon (acide cholique) dans le ballon 
contenant l'heparine et rajouter 0,3 equivalent de BOP 

• laisser le tout sous agitation pendant au moins une nuit a 60°C puis 
25 evaporer tout le chloroforme 

• verser de P ether pour initier la precipitation du polymere et triturer 
dans P ether. 

• laisser sous agitation dans P ether jusqu'a ce que les agglomerats se 
desagregent en poudre fine 

30 • filtrer et rincer a Pether, on obtient le produit brut : heparine couplee 

par de l'acide cholique mais toujours sous forme de sel de cetyl trimethylammonium 
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Traitement du brut 

• reprendre avec de l'ethanol a chaud (rajouter un peu de DMSO au 

besoin) 

• le produit brut doit etre entierement solubilise 

5 • sous agitation et a chaud, rajouter une solution saturee de chlorure de 

calcium dans de l'ethanol, l'heparine hydrophobisee precipite. Cette operation 
permet de deplacer le sel de cetyl trimethylammonium 

• transvaser le produit precipite dans des tubes pour centrifugation 

• triturer dans de l'ethanol chaud, centrifuger. Repeter cette operation de 
10 linage a l'ethanol 4 a 5 fois. Cette operation permet de se debarrasser du chlorure de 

cetyl trimethylammonium qui est soluble dans l'ethanol chaud 

• rejoindre les culots en les reprenant par du DMSO chaud 

• purification par dialyses successives contre : DMSO/Ethanol a chaud, 
ethanol, DMSO/Ethanol, ethanol, DMSO, eau, eau plusieurs fois. A la fin, la solution 

1 5 est blanche (translucide a opaque) 

• concentration puis lyophilisation. On obtient l'heparine hydrophobisee 
sous forme de sel de calcium. 

II est possible d'obtenir des heparines hydrophobisees avec d'autres contre- 
ions que le calcium. En effet, la demanderesse a obtenu egalement des formes avec le 
20 magnesium et le sodium. Or on ne peut pas se debarrasser correctement du sel de 
cetyl trimethylammonium de l'heparine lors du traitement du brut avec du chlorure 
de sodium. La demanderesse a ainsi remarque que la reaction etait totale lorsqu'un 
cation bivalent (Ca ++ ou Mg~ + ) est employe. 

25 Obtention de la forme magnesium : 

Le brut issu du couplage est traite avec une solution saturee de chlorure de 
magnesium dans de l'ethanol (a la place du chlorure de calcium) puis subit un 
traitement identique a celui decrit ci-dessus. 



30 
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Obtention de la forme sodium : 

On part du produit final heparine hydrophobisee sous forme de sel de calcium 
que Ton solubilise dans de Peau. On y rajoute du tampon phosphate pH 7,4 : le 
calcium se lie aux ions phosphate pour former un precipite insoluble de phosphate de 
5 calcium. L'heparine hydrophobisee est alors sous forme sodique. 

Le taux de couplage prefere est celui permettant d'obtenir une heparine ou le 
nombre de molecules d'acide biliaire greffees pour 100 unites disaccharidiques de 
l'heparine est compris entre environ 15 et environ 80, de preference entre environ 20 
et environ 60. 

10 Avec Pemploi d'un agent permettant d'activer la fonction carboxylique de 

Pacide biliaire, on peut atteindre en general un taux d'amidification compris entre 
80% et 95%. 

Le taux de couplage (ou le nombre de molecules d'acide biliaire greffees 
pour 100 unites disaccharidiques de l'heparine) peut etre calcule par la determination 
15 du taux de NH 2 residuels sur une heparine hydrophobisee conforme a Tinvention. 

Pour cela, il faut au prealable, sur un echantillon plus consequent, realiser le 
couplage de TNBS sur tous les NH 2 de l'heparine (on travaille avec une plus forte 
concentration en TNBS). Ensuite on elimine par dialyse Pacide picrique et le tampon 
borate, puis on realise une etape de concentration et de lyophilisation. Le taux de 
20 NH 2 residuels est determine par mesure de la densite optique a 420 nm d'une 
solution de l'heparine hydrophobisee couplee au TNBS. 

d) Procede d'incorporation de principes actifs dans les nanoparticules 
d'heparine hydrophobisee 

25 ^incorporation de principes actifs dans le vecteur constitue par les 

nanoparticules d'heparine hydrophobisee conformes a Tinvention a ete realisee par 
dissolution directe. 

Un exemple de methode ^incorporation par dissolution directe est decrit ci- 

apres. 

30 On introduit dans un tube 30 mg d ! heparine hydrophobisee auxquels on 

ajoute 3 ml d f eau distillee. Apres dissolution, on introduit dans le melange un large 
exces de principe actif (15 a 30 mg). 
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Une phase d'agitation du melange obtenu est realisee au moyen d'un barreau 
magnetique pendant plusieurs jours. Le melange est ensuite centrifuge et le 
surnageant est passe sur un filtre de 0,45 jum. La quantite de principe actif solubilisee 
dans les solutions d'heparine hydrophobisee peuvent etre determinees par 
5 spectroscopic UV/Visible ou par HPLC. 

Mais on peut egalement incorporer le principe actif dans les nanoparticules 
par dialyse, emulsion huile/eau, ou evaporation de solvant 

FIGURES 

10 Figure 1 : Evolution des blancs (echantillons sans heparine) au cours d'un dosage des 
fonctions amine par le TNBS. 

Figure 2 : Cinetique de la reaction de dosage des fonctions amines pour une heparine 
N-desulfatee a 100 % par le TNBS (valeurs experimentales et valeurs calculees). 

Figure 3 : Incorporation de Carbamazepine dans Theparine et HEP19CHO sous forme 
15 de sel de calcium (Cp = 8 mg/ml) apres 3 jours. 

Figures 4 et 5 : Incorporation de Carbamazepine (CBZ), Nifedipine (NIF) et 
Itraconazole (ITR) dans HEP 19 CHO (Cp = 8,6 mg/ml) apres 6 jours. Figure 4 : 
Concentrations en principe actif dans Teau et dans les domaines hydrophobes. Figure 
5 : coefficient de partage entre les domaines hydrophobes et la phase aqueuse. 

20 Figure 6 : Incorporation de Nifedipine dans divers echantillons d f heparines modifiees 
(Cp # 8 mg/ml) apres 4 jours. Influence du degre d'hydrophobisation et de la nature 
du contre-ion. 

Figure 7 : Absorption de Nifedipine par le sac intestinal everse durant 90 minutes. 
Effet de la vectorisation par Theparine hydrophobisee (HEP30CHO) par rapport a 
25 une solution temoin de Nifedipine (eau/DMSO). 



30 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Determination du pourcentage de N-desulfatation de deux 
echantillons d'heparine hydrophobisee. 

5 Methode de dosage au TNBS 

On realise des solutions d'heparine N-desulfatee dans du tampon borate TB 
(Na 2 B 4 0 7 -10H 2 O 0 5 1 M, pH 10) (on calcule les quantites a mettre en oeuvre pour 
avoir a priori environ 1,6 a 2,4 mM de NH 2 ). La solution de TNBS est diluee dans 
Teau de maniere a obtenir une concentration de 0,08 M. Les solutions sont reparties 
10 dans des tubes ; chaque echantillon d'heparine est duplique avec un echantillon 
auquel on applique un facteur de dilution de 0,75 (Tableau 1). 



Tableau 1 : Repartition pour dosage des amines au TNBS 





Blancs 


Heparine CI 


Heparine C2 


Solution 
Heparine 


0 


500 


375 


TB 


500 


0 


125 


TNBS 


500 


500 


500 



15 Blancs : echantillons sans heparine 

Les dosages incluent toujours les echantillons de reference NDioo-HEP 
(heparine totalement N-desulfatee). 

Le temps est decompte des l'ajout de TNBS (les ajouts sont faits a intervalles 
reguliers). La reaction se fait a temperature ambiante. On preleve a differents temps 
20 des quantites de 100 jlxI qui sont aussitot diluees par ajout de 800 pi de TB. La DO est 
lue a 420 nm et les valeurs sont multipliees par 9 pour les calculs. On soustrait aux 
DO obtenues pour les echantillons dheparine, la valeur des DO des blancs preleves 
aux temps correspondants. L f evolution des blancs est lineaire (Figure 1). 

Les parametres cinetiques des heparines sont calcules de maniere a pouvoir 
25 determiner la DO theorique (DOmax) pour 100% dachevement de la reaction de 
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dosage. La concentration en TNBS etant tres superieure a la concentration en NH2, 
cette premiere peut etre assimilee a une constante (on l'exprimera par [TNBS] ) et la 
cinetique est alors de type pseudo-ordre 1 . La vitesse V de la reaction de dosage peut 
etre consideree coinme etant directement proportionnelle a la concentration des 
5 NH 2 : 

V = k- [TNBS] ■ [NH 2 ] 
L'evolution des DO suit la loi suivante: 
DO-DOmax-(l-e~ kt ) 

10 II est possible de lineariser cette equation sous la forme Y = a + b • t 5 en 

calculant le logarithme de la difference entre une DOmax theorique et la DO 
experimentale au temps t. On a alors : 

Y = ln(DOmax - DOt), et en tracant Y = f(t) on obtient une droite avec les 
donnees experimentales transformees dont Tordonnee a Torigine et la pente sont 

1 5 respectivement : 

a = ln(DOmax) et b = -k. 

Les donnees experimentales sont done transformees (Tableau 2) en utilisant 
une DOmax theorique dont on ajuste la valeur de maniere a obtenir le meilleur 
20 coefficient de determination pour la droite Y = f(t) et les plus petits ecarts entre les 
valeurs experimentales et les valeurs calculees qu'il est possible de calculer et de 
visualiser par la superposition de la courbe theorique aux donnees experimentales 
(Figure 2). Cet ajustement est tres facile a realiser en ayant entre les donnees dans 
une feuille de calcul modele (tableur Microsoft® Excel). 



25 
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Tableau 2 : Transformation des donnees experimentales du 
dosage de NDioo-HEP 



Temps (min) 


10 


20 


55 


120 


DOt (exp.) 


2,880 


4,086 


4,437 


4,437 


Ln(DOmaxTheo - 
DOt) 


0,448 


-1,026 


-4,906 


-4,906 



DOmaxTheo 



4,4444 



10 



15 



Les parametres calcules sont les suivants : 
Tableau 3 : Parametres cinetiques pour le dosage de NDioo-HEP par le TNBS 



b (pente) 


a (origine) 


r 2 


-0,11685433 


1,4825799 


0,9968 


DOMax = 4,404 





tl/2 - 


5,93 min 


t99% = 


39,41 min 



On effectue ces calculs pour les differents echantillons ND-HEP utilises dans 
un dosage afin de determiner le DOMax calcule pour chacun d'eux. Pour certains, en 
fonction de la concentration en NH2 effectivement presente, les cinetiques ne sont 
pas totalement achevees en une heure. La methode revet alors tout son interet 
puisqu'elle permet de faire passer une courbe theorique par les points experimentaux 
et de calculer le DOMax que Ton aurait eu si tous les NH2 avaient reagi. 

En supposant que Ton a le meme coefficient ^extinction molaire pour tous les 
composes il est possible de determiner le pourcentage de NH2 selon la formule : 



Cone. ND100 - HEP DOx 
%NH2 = x- 



DO ND100 - HEP 



Conc.X 



Les valeurs de DOMax et le %NH 2 de ND30-HEP et ND 63 -HEP sont 
presentes pour exemple (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Calcul du %NH 2 pour deux derives ND-HEP 



Nom 


C (mg/ml) 


DOMax 


%NH 2 


NDioo-HEP 


0,835 


4,404 


100 % 


ND 63 -HEP 


1,68 


5,619 


63,4 % 


ND30-HEP 


2,43 


3,860 


30,1 % 1 



Exemple 2 : Mise en evidence de l f augmentation de la solubilite aqueuse de 
5 certains principes actifs insolubles dans Feau 

Des essais d'incorporation de principes actifs ont ete realises par mise en 
agitation de la molecule a tester, a l'etat solide, dans une solution d'heparine 
hydrophobisee par de l'acide cholique, l'heparine ayant ete N-desulfatee a 19%, et 

10 preparee sous forme de sel de calcium (HEP19CHO), a la concentration Cp (mg/ml) 
pendant plusieurs jours. Le principe actif non solubilise est elimine apres filtration 
des solutions sur une membrane ayant une porosite de 0.45 jum. La quantite de 
principe actif en solution est alors determinee. Ayant determine les quantites 
solubilisees dans Teau et celles dissoutes dans les domaines hydrophobes, il est alors 

15 possible de calculer un coefficient de partage Domaines hydrophobes / Eau que Ton 
appelle Log P ! par analogie au Log P. 

En effet, la solubilite relative de molecules entre une phase huileuse et une 
phase aqueuse est decrite par le coefficient de partage P qui represente la repartition 
des molecules entre deux solvants, generalement l'eau et 1'octanoL On prefere 

20 souvent employer son logarithme, log P. Ainsi log P > 0 pour les molecules 
hydrophobes et log P < 0 pour les molecules hydrophiles. Ainsi, lorsque Log P est 
egal a 3, cela signifie que le rapport des solubilites de Tactif dans Teau et dans la 
phase huileuse est egal a 1000. II en est de meme pour Log P' qui exprime le rapport 
des solubilites de Tactif dans Teau et dans la solution d'heparine hydrophobisee. 

25 Les molecules suivantes ont ete testees (voir tableau 5). 
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Tableau 5 : Incorporation de molecules hydrophobes dans une heparine 
hydrophobisee par Pacide cholique (19 % de N- Desulfatation a Cp = 8 mg/ml) 
sous forme de sel de calcium (HEP19CHO) 



Principe actif 


Quantite de principe 
actif solubilisee 
( uniol / g) 


Quantite de principe 
actif solubilisee 

(mg/g) 


Log P' 


Yellow OB 


14 


3,75 


5 


Itraconazole 


180 


130 


3,32 


Progesterone 


242 


76 


1,89 


Nifedipine 


260 


90 


2,25 


Carbamazepine 


524 


124 


1,0 



5 Ces resultats montrent que la presence de molecules d'heparine ayant des 

groupements hydrophobes permet d'accroitre significativement la solubilite de 
molecules faiblement solubles dans Peau. Parmi les molecules testees, la 
carbamazepine est celle qui presente le plus d'affinite pour les domaines 
hydrophobes. Des molecules telles que Pitraconazole ou la nifedipine, dont la 

10 solubilite dans Peau est extremement faible, presentent une solubilite accrue 
lorsqu'elles se trouvent incorporees dans Pheparine hydrophobisee, ce qui est 
d'autant plus interessant qu'elles sont actives a faible dose. Ainsi 5 la nifedipine et 
Pitraconazole sont respectivement de 175 et plus de 2000 fois plus solubles dans une 
solution d'heparine hydrophobisee que dans Peau. 

15 Ces resultats montrent que les domaines hydrophobes de Pheparine modifiee 

par Pacide cholique permettent d'incorporer des principes actifs hydrophobeset 
d'augmenter considerablement leur solubilite dans Peau. 

Exemple 3 : Incorporation de principes actifs dans une solution aqueuse 
20 d'heparine hydrophobisee 

^incorporation de principes actifs a ete realisee essentiellement par la 
methode de dissolution. Dans cette methode, le compose a incorporer est place sous 
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forme solide dans un tube contenant de l'eau ou une solution collo'fdale d'heparine 
hydrophobisee, a la concentration Cp (mg/ml). 

Le melange est effectue sous agitation a temperature ambiante pendant 
differents temps. Le compose a incorporer demeure en concentration saturante dans 
5 le milieu. A Tissue de la periode ^incorporation, les tubes sont soumis a une etape de 
centrifugation et les surnageants sont filtres sur des filtres a 0,45 jam et doses. Des 
solutions temoins (eau ou heparine non hydrophobisee) sont traitees de la meme 
fa<?on. 

La quantite de principe actif incorpore dans les differents milieux est 

10 quantifiee par HPLC et/ ou par mesure de l'absorbance en UV. 

La filtration et la determination de la quantite dissoute dans l'eau permettent 
ensuite d'acceder a la quantite de principe actif incorporee dans les domaines 
hydrophobes des heparines hydrophobisees conformes a l'invention, et au calcul du 
Log P f tel que defini precedemment. 

15 Ainsi, Incorporation est exprimee en milligramme de principe actif par . 

gramme de polymere (mg/g P) ou en micromole de principe actif par gramme de 
polymere (pmol/g P). Ce taux ^incorporation est calcule en effectuant le rapport 
entre la concentration du principe actif en solution et la concentration du polymere. II 
est important de prendre en consideration la quantite de principe actif solubilisee 

20 dans des temoins tels que l'eau ou une solution d'heparine non hydrophobisee 
(heparine native ou echantillon N-desulfate). La difference de concentration en 
principes actifs dans Teau et dans une solution d'heparine hydrophobisee represente 
la quantite de principe actif effectivement presente au sein des microdomaines 
hydrophobes formes par le regroupement de residus d'acide cholique. 

25 

carbamazepine 

La figure 3 represente le taux d'incorporation de carbamazepine dans les deux 
solutions temoins (heparine non modifiee et eau) et dans une solution a 8 mg /ml 
d'heparine hydrophobisee par l'acide cholique dont le taux de N-Desulfatation est de 
30 19 % (HEP 19 CHO) conformement a la presente invention. 

Ces resultats montrent que la concentration du principe actif en solution dans 
l'eau ou en presence d'heparine est tres nettement inferieure a la concentration dans 
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une solution comprenant de Theparine hydrophobisee conforme a Tinvention. Dans 
cet exemple, le gain en solubilite par rapport a Teau depasse les 500%. 

On peut determiner la concentration de carbamazepine presente dans les 
domaines hydrophobes (559,9 mg/ml) en soustrayant a la concentration de 
5 carbamazepine dans la solution HEP19CHO la concentration du principe actif 
presente dans la phase aqueuse. Le taux d'incorporation dans les domaines 
hydrophobes est alors determine en divisant la concentration en principe actif 
incorporee par la concentration massique du polymere en solution. On obtient ainsi 
pour la carbamazepine dans HEP19CHO selon les conditions mentionnees en Erreur ! 
10 Source du renvoi introuvable. un taux d'incorporation de 70 mg/g P. 

b) Autres principes actifs hydrophobes 

Des essais d'incorporation dans des conditions semblables a celles decrites 
dans l'exemple 3 pour la carbamazepine (CBZ) ont ete realises pour deux autres 

15 principes actifs hydrophobes Itraconazole (ITR) et la Nifedipine (NIF). 

La figure 4 represente les quantites de CBZ, NIF et ITR presentes dans Teau 
et dans les domaines hydrophobes d'une heparine hydrophobisee par Tacide cholique 
a un taux de N-desulfatation de 19 % (HEP19CHO) apres 6 jours de periode 
d'incorporation. Dans ces conditions, la quantite de CBZ en solution a ete decuplee, 

20 celles de NIF et ITR ont ete accrues de plus de 175 et 2000 fois respectivement. Les 
coefficients de partage de ces trois molecules sont superieurs ou egaux a 1 induisant 
une tres forte affinite en faveur des domaines hydrophobes (Figure 5). 

Exemple 4 : Influence du contre-ion 

25 

II a egalement ete mis eri evidence une difference de pouvoir solubilisant des 
domaines hydrophobes en fonction de la nature du contre-ion de la partie heparinique 
des vecteurs. Ainsi, dans le cas de la nifedipine, les cations bivalents permettent 
Tincorporation de davantage de principe actif qu f un cation monovalent tel que le 
3 0 sodium (Figure 6) . 

Dans le cas des formes sodiques, les charges negatives de l'heparine sont 
individualisees. La neutralisation de ces charges par un cation bivalent favorise le 
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regroupement des chaines hydrophiles ce qui permet un assemblage plus aise des 
domaines hydrophobes. La mise en place des domaines hydrophobes est done 
favorisee par la presence de cations bivalents. Ainsi on peut supposer que Mg 2+ 
induit tin arrangement different de la couronne hydrophile qui se traduit par un 
5 impact sur la structure des domaines les conduisant soit a se rapprocher, soit a 
faciliter la formation de domaines plus gros susceptibles d'accueillir davantage de 
molecules hotes. 

Pour de plus faibles quantites de Nifedipine, on constate une forte 
incorporation du principe actif dans le cas de HEP 30 CHO-Ca par rapport a 
10 HEPsoCHO-Na. 

Exemple 5 : Determination de Pefficacite de couplage entre Pheparine et Pacide 
cholique (HEPCHO). 

15 Afin d'evaluer Tefficacite (ou le taux) du couplage, le nombre de fonctions 

amine residuelles a ete quantifie a Tissue de la reaction d'hydrophobisation par Tacide 
cholique. La demanderesse a utilise une methode permettant de coupler le TNBS sur 
les fonctions amine des HEPCHO puis d ! isoler les composes obtenus et de quantifier 
ulterieurement leur absorption. 

20 Marquage d'HEPCHO au TNBS 

Le mode operatoire employe est adapte du protocole de dosage au TNBS en 
utilisant des concentrations plus elevees en TNBS et des quantites d'heparine 
suffisantes afin de permettre le traitement du produit final en vue de sa 
caracterisation. 

25 La reaction a ete effectuee sur HEP30CHO (heparine N-desulfatee a un taux 

de 30% puis hydrophobisee par l'acide cholique), HEP63CHO (heparine N-desulfatee 
a un taux de 63% puis hydrophobisee par Pacide cholique) ainsi que sur les 
heparines N-desulfatees d ! origine respectives ND30-HEP et ND 63 -HEP. 

Le mode operatoire est tres simple. II consiste a faire reagir du TNBS sur une 

30 quantite d f environ 100 mg d'HEPCHO ou de ND-HEP dissoute dans du tampon 
borate a pH 10. A la fin de la reaction, Taspect des solutions est en accord avec 
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Tintensite des marquages attendus : les HEPCHO sont oranges et les ND-HEP rouges 
(ND 6 3-HEP est particulierement rouge intense). 

Le contenu des tubes est alors mis a dialyser pour purification. En effet, il 
faut s T assurer de l'elimination totale de l'acide picrique en exces. Les composes 
5 obtenus sont des derives de type trinitrophenylamine designes ND-HEP -TNP et 
HEPCHO-TNP. Suite a cette etape de purification, le volume des solutions est 
precisement ajuste pour une mesure de la densite optique a 420 nm. Par la suite, les 
echantillons sont concentres et lyophilises. 

10 Caracterisation du marquage et determination de Tefficacite de couplage 

L ! absence d T acide picrique residuel dans les quatre echantillons a d'abord ete 
verifiee. Des solutions aqueuses d'heparines marquees au TNBS ont done ete 
injectees par HPLC. Des solutions temoins contenant de l'acide picrique ou des 
melanges d'heparine-TNP / acide picrique ont egalement ete injectees. Les 

15 chromato grammes HPLC montrent Tabsence d'acide picrique residuel dans tous les 
echantillons d'HEPCHO-TNP et de ND-HEP-TNP. 

Uefficacite de couplage de Tacide cholique sur les fonctions NH 2 a ete 
determinee selon deux methodes : mesure des DO a la fin de Tetape de dialyse et 
analyse a partir du produit fini lyophilise. 

20 A Tissue de la derniere dialyse, les volumes des solutions purifiees 

d'heparines marquees au TNBS ont ete precisement ajustes a 50 ml pour une lecture 
de la DO a 420 nm. Les solutions de type ND-HEP-TNP, qui sont plus fortement 
colorees, ont fait Tobjet d f une dilution au 1/1 0 e en raison de leur trop forte coloration. 
Cette premiere evaluation de Tefficacite de couplage est basee sur un postulat qui 

25 attribue 63% de titre en NH 2 au produit ND 6 3-HEP-TNP a partir duquel on deduit les 
teneurs en NH2 des autres composes en fonction de leurs rapports DO sur 
concentration en heparine-TNP (tableau 6). 



WO 2005/061552 



33 



PCT/FR2004/003285 



Tableau 6 : Evaluation du pourcentage d' amine et de l'efflcacite du couplage de 
Facide cholique sur des heparines~TNP 9 a Tissue de la reaction au TNBS 



Nom 


Pesees* 
(mg) 


Cone (mg/ml) 


DO(420nm) 


DO/C 


% NH 2 


Efficacite 


ND 63 -HEP-TNP 


115,8 


0,232 


0,935 


4,04 


63% 


93,5% 


HEP 63 CHO-TNP 


103 


2,06 


0,537 


0,26 


4,07% 


ND 30 -HEP-TNP 


105 


0,210 


0,457 


2,18 


33,96% 


81,0% 


HEP30CHO-TNP 


102,9 


2,06 


0,852 


0,41 


6,46% 



*poids initial d'heparine engage dans 



a reaction de couplage 



5 Ainsi, sur la base de ce postulat, on trouve un pourcentage de fonctions amine 

primaire d ! environ 34% pour le compose ND 30 -HEP-TNP. Cette valeur est assez 
proche de la valeur determinee par la methode colorimetrique au TNBS sur 
l'echantillon ND30-HEP (30,1%) ce qui permet d f accepter les valeurs calculees pour 
HEP63CHO-TNP et HEP30CHO-TNP. La methode indique aussi qu'environ 94% des 

10 fonctions NH 2 de ND 6 3-HEP ont ete effectivement substitutes par Tacide cholique. 
La reaction de couplage sur ND 30 -HEP n'a pennis d f affecter qu f environ 81% des 
fonctions amine initialement presentes. 

La seconde methode devaluation de l'efficacite de couplage de l'acide 
cholique implique la realisation de solutions a partir des quatre echantillons 

15 lyophilises, suivie d ! une lecture de la densite optique a 420 nm. Les calculs sont 
differents et prennent en compte la determination de la concentration molaire en NH 2 
d'apres la DO et un coefficient d'extinction molaire e = 4700 M"\crn x . On calcule 
alors un rapport entre cette concentration molaire et la concentration massique 
corrigee par la contribution massique de la substitution par le groupe TNP (n/C Co r). 

20 Connaissant le ratio n/C theorique de Theparine ND100-HEP (n/C = 1 ? 49-10" 3 mol/g) ? 
il est alors possible de calculer le pourcentage de NH 2 des echantillons (tableau 7). 
Le calcul de Tefficacite de couplage prend notamment en compte le nombre de 
residus modifies par Tacide cholique ainsi que la contribution massique apportee par 
ces groupements. 

25 
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Tableau 7 : Evaluation du pourcentage d'amine et de Pefficacite du couplage de 
l'acide cholique sur des heparines-TNP isolees et remises en solution 



Nom 


Cone 
(mg/ml) 


DO 

(420nm) 


Nb mol/1 (n) 

NH 2 


n/Ccor 


%NH 2 


Efficacite 


ND 63 -HEP-TNP 


0,037 


0,141 


3,00- 10' s 


9,72- 10" 4 


65,2% 


91,16% 


HEP 63 CHO-TNP 


0,250 


0,074 


1,57-10" 5 


6,38- 10~ 5 


4,3% 


ND 30 -HEP-TNP 


0,112 


0,253 


5,38-10" 5 


5,35-lG" 4 


35,9% 


79,15% 


HEP30CHO-TNP 


0,950 


0,419 


8,9M0 -5 


9,57- 10 -5 


6,4% 



5 Le pourcentage de fonctions amine ainsi determine est egalement assez 

proche des valeurs trouvees par le dosage colorimetrique effectue sur les echantillons 
ND-HEP. De meme, cette methode de determination indirecte donne des efficacites 
de couplage de Tacide cholique sur les heparines N-desulfatees proches de celles 
determinees par la methode precedente (a Tissue de la purification par dialyse). 
10 A partir de ces dernieres donnees, il est possible d f avoir une idee de la 

structure des heparines modifiees selon le raisonnement suivant : 

Si Ton considere que Theparine utilisee presente en moyenne par motif 
glucosamine : 

- 2% de fonctions NH 2 (dosage colorimetrique au TNBS) ; 
15 - 15 a 16% de fonctions N-acetyl (spectres H-RMN) ; 

- 83% de fonctions N-sulfate (par difference). 

Le motif glucosamine de notre reference ND100-HEP est a "100% de NH 2 " 
(c ! est sur cette base que sont determines tous les autres % de NH 2 des ND-HEP X ), 
soit en realite environ 15% de fonctions N-acetyl et 85% de fonctions NH 2 . 
20 Ainsi, les motifs glucosamine des composes HEP63CHO et HEP30CHO ont la 

structure theorique suivante (tableau 8). 
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Tableau 8 : Structures des motifs glucosamine de deux heparines 
hydrophobisees par Facide cholique 







HEP 63 CHO 


HEP30CHO 




%NH 2 par rapport a NDioo-HEP 


4,3% 


6,4% 




-NH 3 + 


3,7% 


5,4% 


Substituant 


-NH-cholyl 


51,7% 


25,1% 


sur G-2 


-NH-SO3" 


29,6% 


54,5% 




-NH-CO-CH3 


15% 


15% 



Le pourcentage correspondant a -NH-cholyl represente le nombre de 
5 molecules d'acide cholique greffees pour 100 unites disaccharidiques de l'heparine. 

Exemple 6 : Mise en evidence de 1 ! augmentation de l'absorption intestinale en 
presence d'heparine hydrophobisee. 

10 La demanderesse a mis en evidence sur un modele animal, la modification de 

l'absorption intestinale de certains principes actifs peu hydrosolubles en presence 
d'heparine hydrophobiseepar de l'acide cholique, l'heparine ayant ete N-desulfatee a 
30%, et preparee sous forme de sel de magnesium (HEP30CHO). 

Le modele employe est le sac intestinal everse de rat. II s'agit d'une methode 

15 ex vivo sur une partie d'organe isole (Barthe et al 1998, 1999). Pour ce faire, 
l'intestin grele de rat adulte est preleve puis retourne au moyen d'une tige de verre. 
Des sacs d 5 environ 2 cm de long sont realises en fermant hermetiquement les 
extremites de segments intestinaux. Lesdits sacs presentent alors le cote muqueux 
comportant les villosites intestinales a Texterieur. Ces sacs sont mis a incuber dans 

20 un milieu de culture cellulaire oxygene a 37 °C et riche en vitamines et nutriments (le 
TC 199) de fa<?on a augmenter la survie des cellules intestinales. Dans ces conditions, 
la muqueuse intestinale est physiologiquement fonctionnelle puisque les cellules 
consomment le glucose du milieu de culture et produisent un abondant mucus au 
cours de 1' experience. Le principe actif dont on veut mesurer Pabsorption est place 

25 dans une solution a Pexterieur du sac. Les sacs sont preleves a differents temps et la 
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quantite de principe actif qui est absorbee par la muqueuse intestinale est quantifiee a 
Pinterieur des sacs par HPLC. 

Deux experiences ont ete menees sur ce modele en presence de nifedipine 
vectorisee par Pheparine hydrophobisee conforme a Pinvention. Etant donne la tres 
5 faible solubilite de la nifedipine en solution aqueuse, les solutions temoins ont ete 
realisees a partir de nifedipine solubilisee dans du DMSO (Dimethylsulfoxide) et 
ajoutee au milieu de culture cellulaire (soit 0.1 % de DMSO au maximum) de fa?on a 
obtenir une solution homogene de nifedipine. 

Pour la preparation des milieux contenant de Theparine hydrophobisee, une 
10 quantite de polymere correspondant a 20-25 jag/ml de principe actif est dissoute dans 
Teau. 

L f absorption de la Nifedipine a ete quantifiee au bout de 30, 60 et 90 minutes 
d ! incubation. 

Les resultats de cette experience sont representes sur la figure 7. 

15 La figure 7 represente Tabsorption de Nifedipine par la muqueuse intestinale 

en fonction de sa vectorisation ou non. La difference de vitesse d'absorption entre la 
Nifedipine vectorisee par HEP30CHO et une solution comprenant ce principe actif et 
du DMSO est manifesto 

Ainsi, pour des concentrations de nifedipine voisines, vectorisee par 

20 Pheparine ou solubilisee par le DMSO, la demanderesse a pu mettre en evidence un 
veritable effet promoteur de 1' absorption dans le cas de Pheparine hydrophobisee. En 
effet, la vitesse d'absorption de la nifedipine vectorisee par le polymere est nettement 
superieure a celle de la nifedipine maintenue en solution grace au DMSO. Sans 
Partifice de Paugmentation de la solubilite de la nifedipine par le DMSO, les 

25 quantites de ce principe actif dans les sacs temoins auraient ete tres faibles. L' effet 
promoteur de P absorption est done considerablement superieur a ce que traduit la 
figure 7. 

Ces resultats permettent d'envisager P intensification de P absorption 
intestinale et par consequent Paugmentation de la biodisponibilite in vivo de la 
30 nifedipine et d'autres principes actifs vectorises par ce type de polymere. 

Ainsi, la presente invention permet de fournir un nouveau type de vecteur 
permettant d'augmenter significativement la solubilite et P absorption intestinale de 
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principes actifs lipophiles faiblement absorbes d'ordinaire par les cellules de la 
muqueuse intestinale, tels que les medicaments appartenant a la classe des 
anticancereux ou des anti-inflammatoires par exemple. 

De plus, les nanoparticules conformes a l ! invention peuvent etre integrees 
5 facilement dans un support galenique traditionnellement utilise pour Tadministration 
par voie orale de medicaments, tel que des granules, des microgranules, des 
comprimes, des gelules ou solutions buvables. 
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REVENDICATIONS 

1. Derive amphiphile d'heparine forme a partir d'une heparine au moins 
partiellement N-desulfatee et d'au moins un acide biliaire, comprenant une on 

5 plusieurs molecules d' acide biliaire greffees sur la molecule d'heparine par une 
liaison amide formee entre la fonction acide carboxylique terminale de Pacide 
biliaire et une fonction amine primaire de 1 'heparine, originellement presente dans 
Theparine ou resultant de la N-desulfatation, caracterise en ce que le nombre de 
molecules d' acide biliaire greffees pour 100 unites disaccharidiques de Theparine est 
10 compris entre environ 15 et environ 80. 

2. Derive amphiphile d'heparine selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
nombre de molecules d' acide biliaire greffees pour 100 unites disaccharidiques de 
Theparine est compris entre environ 20 et environ 60. 

15 

3. Derive amphiphile d'heparine selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
Tacide biliaire est choisi parmi Tacide cholique, Tacide desoxycholique, Tacide 
lithocholique, Tacide cholanique et Tacide chenodeoxycholique, ainsi que leurs 
melanges. 

20 

4. Derive amphiphile d'heparine selon Tune quelconque des revendications 1 a3 5 
caracterise en ce qu'il est prepare sous forme de sel de calcium, de magnesium ou de 
sodium. 

25 5. Derives amphiphiles de Theparine selon Tune quelconque des revendications 1 a 
4, caracterises en ce qu'ils sont capables de s'assembler spontanement en milieu 
aqueux pour former des nanoparticules. 

6. Nanoparticules pouvant etre formees a partir du derive amphiphile d'heparine 
30 selon Tune quelconque des revendications 1 a 5. 
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7. Nanoparticules selon la revendication 6, caracterisees en ce que leur taille 
moyenne est comprise entre 10 nm et 1 jitn. 

8. Nanoparticules selon la revendication 6 ou 7, caracterisees en ce qu'elles 
5 contiennent un ou plusieurs domaines hydrophobes internes et une surface externe 

hydrophile. 

9. Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 6 a 8 5 caracterisees en 
ce qu'elles contiennent en outre un ou plusieurs principes actifs hydrophobes dissous 

1 0 dans leur domaines internes hydrophobes. 

10. Nanoparticules selon la revendication 9, caracterisees en ce que lesdits principes 
actifs portent en outre un ou plusieurs groupements polaires. 

15 11. Nanoparticules selon la revendication 9 ou 10, caracterisees en ce que lesdits 
principes actifs sont choisis parmi les anti-inflammatoires, les antifongiques, les 
inhibiteurs des canaux calciques et les anti-cancereux. 

12. Nanoparticules selon l'une quelconque des revendications 9 a 11, comme 
20 vecteurs de principes actifs pouvant etre administres par voie orale. 

13. Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 9 a 11, comme 
vecteurs de principes actifs permettant d'augmenter Pabsorption de ceux-ci par la 
muqueuse intestinale. 

25 

14. Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 9 a 11, comme 
vecteurs de principes actifs permettant la liberation progressive de ceux-ci au niveau 
de la muqueuse intestinale. 

30 15. Nanoparticules selon l'une quelconque des revendications 6 a 14, caracterisees en 
ce qu'elles se presentent sous forme lyophilisee. 
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16. Suspension colloidale en milieu aqueux contenant les nanoparticules selon Tune 
quelconque des revendications 6 a 14. 

17. Composition pharmaceutique comprenant les nanoparticules selon Tune 
5 quelconque des revendications 9 a 14, associees a au moins un excipient 

pharmaceutiquement acceptable. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17, dans laquelle Pexcipient 
est choisi pour permettre une administration de principes actifs par voie orale. 

10 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18, sous forme de granules, 
microgranules, comprimes, gelules ou solutions buvables. 

20. Precede de preparation du derive amphiphile d'heparine selon Tune quelconque 
15 des revendications 1 a 5, comprenant la N-desulfatation au moins partielle d'une 

heparine, puis uneetape de couplage qui consiste a faire reagir au moins une fonction 
amine primaire de Pheparine, originellement presente ou resultant de la N- 
desulfatation, avec la fonction acide carboxylique terminale, eventuellement sous 
forme activee, d'au moins un acide biliaire. 

20 

21. Precede de preparation du derive amphiphile d'heparine selon la revendication 
20, caracterise en ce que 1 5 agent de couplage utilise pour activer la fonction 
carboxylique terminale de l'acide biliaire est choisi parmi l'hexafluorophosphate de 
benzotriazolyl-oxy-tris(dimethylamino)phosphonium (BOP), 1' hexafluorophosphate 

25 de benzotriazolyl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium (PyBOP) et le 1' 
hexafluorophosphate de bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium (PyBroP). 

22. Precede de preparation des nanoparticules selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 14, caracterise en ce que le principe actif est incorpore dans 

30 lesdites nanoparticules par dissolution directe sous agitation, par dialyse, par 
emulsion huile/eau, ou par evaporation de solvant. 
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23. Utilisation des nanoparticules selon l'une quelconque des revendications 9 a 14, 
pour augmenter la solubilite d'un principe actif hydrophobe en milieu aqueux. 
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